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© Seroreaktive Bereiche auf den HPV 16 Proteinen E1 und E2. 



£> Die Erfindung betrifft seroreaktive Bereiche auf den Proteinen E1 und E2 des menschlichen Papillomavirus 
(HPV) 16. 

Weiterhin betrifft die Anmeldung einen Impfstoff. der solche Peptide enthSIt, die die seroreaktiven Bereiche 
enthaften. 

Die Erfindung umfaflt ebenfalls Zusammensetzungen ftfr diagnostische Zwecke, die Peptide mit den 
seroreaktiven Bereichen enthalten. 
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Die Erfindung betrifft seroreaktive Ber iche auf den Proteinen El und E2 des menscrtfichen Papilloma- 
virus (HPV) 16. 

Weitertiin betrifft die Anm Wung einen Impfstoff, der solche Peptide enthSIt, die die seroreaktiven 
Bereiche enthatten. 

s Die Erfindung umfafit ebenfails Zusammensetzungen fQr diagnostisch Zwecke, die Peptide mit den 
seroreaktiven Bereichen enthalten. 

HPV 16 gehort zu den menschlichen Papillomaviren (Proa NatJ. Acad. Set., USA 60, 3813-3815 (1983). 
Die Organisation des Genoms von HPV 16 wurde in Virology 145, 181-185 (1985) beschreiben. 

Genomische Sequenzen des HPV konnen in den meisten Fallen von prainvasiven und invasiven 
io zervikaien Tumoren nachgewiesen warden. HPV 16 ist als der in diesen Tumoren dominierende Virus 
Typus weltweH erkannt worden. Das HPV 16 Genom ist in Ober 50 % von zervikaien Tumoren nachweisbar, 
wobei es oft in die zellulare DNA integriert vorfiegt Wenig ist Ober die Immunantwort nach Infektionen mit 
HPV 16 Oder anderen Papillomaviren bekannt. 

Erste Oaten: Es wurden Patienten, die an zervikaien Tumoren litten, mit gesunden Indivtduen tm 
75 Hinblick auf die Anwesenheit von Antikorpern gegen viraJe Proteine verglichen. Diese viralen Proteins 
wurden dann als Fusionsprodukte mit unterschiedlichen prokaryotischen Peptiden an ihrem N-Terminus 
verbunden und dann als Antigene in Western-Blots verwendet 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die weitere Identifizierung von viralen Strukturen des HPV 
16, die als Werkzeug in der Prophylaxe, Diagnose und Therapie von HPV 16 abhangigen Tumor- 
20 Erkrankungen des Menschen dienen konnen. Die identifizierung solcher Strukturen ist eine Voraussetzung 
fQr die Entwicklung von ELISA, die es moglich machen, eine grofle Menge von menschlichen Seren auf 
Anwesenheit von HPV 16 zu testen. 

Die vodiegende Erfindung umfaflt deshalb seroreaktive Bereiche des E1 -Proteins von HPV 16, gekenn- 
zeichnet durch eine der folgenden Aminosaure-Sequenzen: 

25 

I. NGWFYVEAWEKKTGDAISDDENENDSDTGEDLVDFIVNDNDYLT * 

II. MENDS DTGEDLVDF IVND 

«> III . MADPAGTNGEEGTGCNGWFYVEAVVEKKTGDAISDDENENDSDTGED 
LVDFIVNDNDYLT 
IV. EDLVDFIVNDNDYLT 
x V. EDLVDFIVNDNDYLTQAETETAHALFTAQEAKQH 

VI . NENDSDTGEDLVDFIVNDNDYLTQAETETAHALFTAQEAKQHRDAVQVLKRKYL 

VII. GSPLSDIS; 

40 seroreaktive Bereiche des E2-Proteins von HPV 16. gekennzeichnet durch die folgenden Aminosaure- 
Sequenzen: 

I. DKILTHYENDS 
<5 II. DKILTHYENDSTDLRDHI 

III . DLRDHIDYWKH 

IV. AIYYKAREMGFKHINHQWPTLA 

„ V. AIYYKAREMGFKHINHQWPTLAVSKNKAL 
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VI . YYKAREMGFKHINHQWPTLAVSKN 

VII . INHQWPTIAVSKNKALQAI 

VIII. INHQ WPTIAVS KNKAL 

IX . TLAVSKNKAIX3AIELQLTLETIYNSQYSNEKWTLQDV 

X. QLTLETIYNSQYSNEKWTLQDVSLE 
XI • TLETIYNSQYSNEK 

10 XII. TSVFSSNEVSSPEII 

XIII. VFSSNEVSS PEI IRQHLANHPAATHTKAVALGTEET 
XIV • EI IRQHLANHPAATHTKAVALGTEETQTTIQRPRSEP 

J5 XV. TEETQTTIQRPRSEPDTCN* 

Die Erfindung umfaBt weiterhin Peptide mit einem oder mehreren der oben bezeichneten seroreaktiven 
Bereiche, einen Impfstoff, der eines oder mehrere der oben bezeichneten Peptide entfiaft eine Zusammen- 
setzung fOr diagnostische Zwecke zur Identifizierung von spezifischen Antikorpem gegen HPV E1- und/oder 
20 E2-Protein, die ebenfalls die oben bezeichneten Peptide enthatten, sowie monoklonale Antikorper, die eine 
Affinrtat gegenuber einem oder mehreren der seroreaktiven Bereiche des E1- oder E2-Proteins von HPV 16 
besitzen sowie eine Zusammensetzung fur diagnostische Zwecke, die diese monokionaten Antikdrper 
enthalt 

Urn eine Identifizierung von seroreaktiven Bereichen in den Proteinen El und E2 von HPV durchzufuh- 

25 ren, wurde der in Science 228. 1315-1317 (1985) beschriebene experimentelle Weg beschritten. Subge- 
nomische, zufallig durch Uttraschallbehandlung und partielle DNAse i Behandlung generierte HPV 16 DNA 
Fragmente wurden in den Phagenvektor fusel kioniert und dort ais Teil eines PhagenhOllproteins exprimiert. 
Seroreaktrve Phagenrekombinanten wurden mit gegen E1 bzw. E2 hergestellten Seren identifiziert, gereinigt 
und durch Sequenzierung des HPV 16-Anteils wurden die seroreaktiven Bereiche charakterisiert. Polyklona- 

30 le Kaninchenseren wurden gegen ein HPV 16 El MS2 Polymerase Fusionsprotein sowie gegen den amino- 
und carboxyterminalen Teil von HPV 16 E2 (getrennt. ebenfalls MS2 Fusionsproteine) hergestellt. 

Die filamentdsen Phagen umfassen die drei Gruppen f1, fd und Ml 3. Allen gemeinsam ist, dafi Bindung 
und Aufnahme der Phagen uber F-Pili der Bakterien erfolgt, d.h., dafl nur F* Stamme infiziert werden 
konnen. Der fd Wildtyp-Phage, von dem sich das verwendete Vektorsystem ableitet, bildet ca. 900 x 6 nm 

35 grofle Partikel, welche vor ailem aus etwa 2700 Untereinheiten des HaupthOIIproteins bestehen. Zusatzlich 
sind auf beiden Enden der Vlrionen jeweils 5 MolekGle der "Minor"-Hullproteine pill, pVl, pVII und pIX 
angeordnet Das einzelstrangige. zirkulMre, beim fd Wildtyp 6408 bp grofie Phagengenom tragt die 
Information fOr insgesamt 10 verschiedene Proteine. 

Bei den fd Abkommlingen fusel, fuse2 (Parmley and Smith, Gene, 7, 305-318 (1988)) und fusemm ist 

40 durch Insertion eines Teils des TnIO Transposons ein Tetrazyklinresistenzgen im Phagengenom integriert, 
welches dadurch auf etwa 9,2 kbp vergrdlert wurde. Dadurch verhalten sich die replikativen, DNA- 
doppelstrangigen Phagengenome in den Bakterien wie selektierbare Plasmide und lassen sich dementspre- 
chend praparieren und fur Klonierungen verwenden. Eine weitere Veranderung gegeniiber dem Wildtyp ist 
eine vorhandene Leserastermutation im Gen fur das *Minor"-Hullprotein pill in Verbindung mit einer 

45 etngefuhrten Restriktionsstelle zur Wonierung exprimierbarer DNA TeilstOcke. Das Gen fur pill besteht aus 
zwei fast voliig unabhangigen Domanen (Crissmann and Smith, 1984): Bner N-terminalen Domane, welche 
die Bindung der Phagen an den Bakterienzell-Rezeptor (F-Pili) vermittelt und einer Oterminaien Proteindo- 
mane, welche fQr die Phagenmorphogenese verantwortlich ist. Die Leserastermutation, welche direkt hinter 
der Signalsequenz des Proteins liegt. fuhrt also zur inaktivierung des Gens und verhindert folglich auch die 

so Bildung infektioser Partikel. Dies ist von Bedeutung fQr die Vermehmng dieser Phagenmutanten als 
Plasmide, da die in der Morphogenese inaktivierten fd-Genome die Wirtsbakterien nicht schSdigen (Smith, 
in: Vectors: A Survey of Molecular Cloning Vectors and Their Uses, Butterworth Publishers, Stoheham, MA 
61-85, 1987). 

Durch Etnfugen geeigneter DNA Fragm nt und Wied rh rsteilen der Gen ill Funktion n w rden 
55 infektiose Phagenpartikel g bild t, di zusatziiche Aminosauresequenzen auf ihren Huiten tragen. Dies 
Sequenzen sind im nativen Zustand der Phag n verschiedenen Liganden, z.B. Antikorpem, zuganglich. 

Das bei dieser Erfindung verwend t fd Expr ssionssystem beruht im wesentlichen darauf , Phagenbarv 
ke durch Einklonierung von DNA-Fr mdsequenzen in das Gen ill anzulegen und diese mit Hilfe von 
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monoWonaten Oder polyklonalen Seren auf seroreaktiv Rekombinanten zu untersuch n. Oblicherweise 
erfolgt beim Herstell n dieser Expressionsbanken elite Amplifikation. Das AusmaB di s r Vermehrung 
dnzelner Ktone ist wiederum abhangig von der Art und GroBe der eingefGgten DNA Sequenz. Dadurch 
kommt es zu einer unterschiedlichen Haufigkeit verschiedener Ktone, die bis zu mehr ren Zehnerpotenzen 
differieren kann. Aus den aufgefQhrten Eigenschaften lassen sich deshalb folg nde zwei Merkmale der fd 
Expressionsbanken ableiten: 

- Amplifikation der Banken, was zum wiederhoften Klonieren identischer durch Immunoscreening 
isolierter Phagenkione fOhrt 

- Moglicbkert der Anreicherung seroreaktiver Phagen durch Affinttatschromatographie (Saulen), da 
Phagen im aktiven Zustand gebunden und wieder eluiert werden konnen. 

Die wiederhotte Isolierung identischer Rekombinanter wurde umgangen, indem getrennt angelegte 
Banken verwendet wurden, wobei die Wahrscheinlichkeit der Kkxiierung eines parallel identisch hergestell- 
ten DNA Fragments bzw. des daraus abgeleiteten Phagenrekombinanten SuBerst goring ist. 

Bei dieser Erfindung wurden insgesamt 11 verschiedene Expressionsbanken fQr HPV 16 DNA in fusel 
angelegt. Die Anzahl der primaren, Tetrazyklin-resistenten und Insert tragenden Rekombinanten betrug 
dabei zwischen 2000 und 90000 pro Bank. Da fQr die Wonierung stets komplette Plasmide, bestehend aus 
ca. 4 kb Vektoranteil und 8 kb HPV Anteil in gescherter Form verwendet wurden, reduzieren sich die HPV 
haltigen fd Rekombinanten urn etwa 30 %. Die Expression der einktonierten Fragmente erfolgte dann, wie 
bereits erwahnt, als Fusionsprotein des Gen 111 HGIIproteins. Die Klonierungsstelle im Gen 111 liegt dabei 
direkt hinter der translatierten Signalsequenz fOr den Proteinexport. Um die Funktion des Gens wiederherzu- 
stellen, muB ein Insert eine definierte GroBe (3n+2; n= 0, 1, 2, 3 ...) besitzen. Um eine definierte 
Proteinsequenz als Fusionsprotein des Gen lll-Produktes zu exprimieren, muB zusatzlich sowohl der 3* als 
auch der 5* Obergang im richtigen Leseraster erfolgen, sowie das entsprechende Insert in der richtigen 
Orientierung vorliegen. Dies ist somit insgesamt nur etwa fGr jeden 18ten (3x3x2) HPV-DNA haltigen 
Rekombinanten zutreffend. Ein kteiner Teil davon wiedenjm wird durch im Insert vorhandene Stopp-Kodone 
der Translation Oder durch auf Grund ihrer Faltung nicht funktionelle Proteine inaktiviert. Wegen der 
aufgefuhrten Parameter ist es schwer abzuschatzen, welche Mindestzahl an Rekombinanten notig ist, um 
mit groBer Wahrscheinlichkeit jeden beliebigen Teil eines HPV-Genoms als fd-Fusionsprotein in der 
Phagenbank zu exprimieren. Bei Papillomaviren sind etwa 10 kb des Genoms (z.T. durch Oberlappende 
offene Useraster) fQr Proteine kodierend. Bei 2000 Tetrazyklin resistenten Insert tragenden Rekombinanten 
exprimieren etwa 100 (1/18) Klone HPV Sequenzen in geeigneter Weise. Bei durchschnittlichen HPV 
FragmentgroBen von 50-150 bp betragt die exprimierte HPV Sequenz etwa 5000-15000 bp. Tatsachlich 
erwiesen sich fd Banken mit etwa 2000 Rekombinanten als ausreichend reprasentativ. 

Um die Spezifitat des Immunoscreenings sicher zu stellen, wurden stets entweder mehrere verschiede- 
ne Rekombinante einer seroreaktiven Region, Oder zumindest mehrere identische, aber unabhangig isolierte 
Phagenrekombinanten isoliert. 

Die Aminosaure-Positionsangaben in den nachstehenden Figuren 2 und 5 beziehen sich auf die E1- 
und E2-Proteine und nicht auf die Positionen der pffenen Leseraster. Das erste Methionin erhielt die 
Position 1. 

Beispiel 1 

Herstellen polyklonaler Antiseren gegen HPV 16 E1 

Um seroreaktive Phagenrekombinante aus der HPV 16 fd-Expressionsbank zu isolieren, wurden zu- 
nachst polyklonale Kaninchenseren gegen HPV 16 E1 MS2 Fusionsproteine hergestellt. Dazu wurde das Pst 
I A Fragment von HPV 16 (bp 875-3693) in die PST I Schnittstelle des Expressionsyektors pEx12mer 
(Seedorf et af., EMBO J. 6, 139-144, 1987) einkloniert. wodurch die Aminosauren 5-649 des HPV 16 E1 
ORF exprimiert werden (Rg. 1). Dieser Vektor ist ein Derivat des Plasmids pPLC24 (Remaut et al., Gene 
15, 81-93, 1981), welcher durch EnfOgen des pUC8-Polylinkers hinter den MS2 Polymerase Anteil 
modifiziert wurde. Das Fusionsprotein wird im pEx12mer vom Temperatur-induzierbaren Lambda-pL- 
Promotbr transkribieil. Der N-terminale Fusionsanteil des MS2 Proteins betrSgt 100 AminosSuren. 

Da das ursprtlngliche HPV 16 Isolat (Seedorf et al.. Virology, 145, 181-185, 1985) eine Leserastermuta- 
tion im Bereich des El offenen Les rasters (Nukleotidposition 1138) aufweist, wurde auf in HPV 16 Isolat 
aus einem Zervix-Karzinom mit einem vollstandigen E1 ORF zurtickgegriff n. Auf Grund der gewahlten 
Restriktionsschnitt wird das HPV 16 E1 offene Leseraster (bp 865-2811) somit bis auf drei N-t rminale 
Aminosauren v llstandig exprimi rt 

Di Kionierungen und Plasmidanalysen wurden zunachst unter Verw ndung des E. coli Stammes W6 
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durchgefQhrt, welcher den Repressor fDr den Lambda Promotor kortstitutiv exprimiert Dadurch wurde die 
Expression der Fusionsproteine verhindert, um ine Gegenselektion nach d n Transformationen zu verhin- 
dem. Nach OberprOfung der Ktonierung durch RestriktionsanaIyse» sowi Southern-Blot Hybridisierung mit 
radioaktiv markierter HPV 16 ONA (Pst I A Fragment) wurde die PlasmicKDNA des Konstruktes zur 
Transformation in E. cofi N6045 verwend t Dieser Stamm 1st aufgrund seines temperatursensitiven 
Repressors des Lambda Promoters zur Expression der MS2 Fusionsproteine in der Lage. 

Im Westem-Blot konnte dann mit Hilfe eines gegen den MS2-Anteil des Fusionsproteins gerichteten 
monoktonalen Antikorpers durch Vergletch von Extrakten aus induzierten und nicfrt-tnduzierten Bakterien die 
GroBe und die Expressionsrate des Fusionsproteins GberprOft werden. Da die Bande des MS2 E1 
Fusionsproteins der erwarteten GroBe von ca 90 kD entsprach, wurde keine OberprOfung der Klonierungs- 
Qbergange durch Sequenzierung vorgenommen. tn den beiden anderen Leserastem des HPV 16 Pst I A 
Fragmentes ist die Expression groBerer Proteine wegen vorhandener Stoppkodone der Translation nicht 
moglich. Zudem waren beide Pst I Schnittstellen der Vektor-lnsert Qbergange erhalten geblieben. Di 
korrekte Expression des El offenen Leserasters wurde durch die Ergebnisse des Immunoscreenings der 
HPV 16 fd-Expressionsbanken, die im folgenden Kaprtel beschrieben wird, bestatigt 

Das MS2-E1 Fusionsprotein wurde dann aus induzierten E. coli Kulturen durch differentielie Extraktion 
und durch Elektroeluton aus SDS-Polyacrylamid Gelen aufgereinigt und dann zur Immunisierung von zwei 
Kaninchen verwendet. 

20 Beispiel 2 

Identifizierung seroreaktiver Bereiche auf dem HPV 16 E1 Protein 

Mit Hilfe beider hergestellten polyklonalen Kaninchenseren gegen HPV 16 El wurden fQnf verschiedene 

25 HPV 16 fd-Expressionsbanken auf reaktive Rekombinanten untersucht Dabei konnten insgesamt minde- 
stens zwei unterschiedliche. durch nicht uberlappende Phagenklone reprasentierte Antikorperbindungsstel- 
len identifiziert werden. Insgesamt wurden 19 unabhangige Phagenklone isoliert. die sieben unterschiedliche 
Klassen von HPV 16 Inserts enthalten (Fig. 2). Sechs Klassen haben einen gemeinsamen Oberlappenden 
Bereich, der fur das HPV 16 E1 spezifische Peptid EDLVDFIVND kodiert Das zweite identifizierte Epitop 

30 auf dem E1 Protein wird durch einen rekombinanten Phagen (Klon 1059) reprasentiert, welcher fOr das E1 
Peptid GSPLSDIS kodierend ist. 

Das urspriingliche HPV 16 Isolat besitzt eine Leserastermutation im El offenen Leseraster 
(Nukleotidposition 1138). Die DNA dieses HPV 16 Isolats wurde verwendet, um die fd-Expressionsbanken 
herzustellen. Zwei der isolierten, seroreaktiven fd-Rekombinanten enthalten diesen Bereich und weisen 

35 dehaib auch die Leserastermutation auf. Bei Klon 1145 fCihrt dies zu einem Leserasterwechsel und drei HPV 
16-E2 unspezifische Aminosauren (...ValvalHis) werden dadurch Oterminal angehangt Klon 1059 startet im 
falschen Raster und wird durch die Leserastermutation des verwendeten HPV 16 Isolats in das richtige HPV 
16 E1 Leseraster Qberfuhrt. Der Klon kodiert fur das Peptid STGSKTKVFGSPLKSDIS von dem nur die C- 
terminalen Aminosauren ...GSPLSDIS aus dem eigentlichen HPV 16 El Protein entstammen und das Epitop 

40 bilden mussen. 

Beide Kione, die die Leserastermutation enthalten, besitzen die richtige InsertgroBe (3n+2 Basenpaa- 
re), um das Leseraster des Gen III des Phagenvektors wiederherzustellen. 

Beispiel 3 

45 

Herstellen polyklonaler Antiseren gegen HPV 16 E2 

Wie im Falle des HPV 16 E1 offenen Leserasters standen auch fOr das HPV 16 E2 Protein keine 
geeigneten Antiseren zur Verfugung. Aus diesem Grund wurde das HPV 16 E2 offene Leseraster 
so (Nukleotidposition 2756-3850; AS 1-365), wie schon fur das E1 Protein beschrieben, in dem Vektor 
pEx12mer exprimiert. 

ZunSchst wurde das HPV 16 DNA Fragment Uber die Hinf I Schnittstelle bei Position 2761 und in den 
pExl2mer Vektor einkloniert. Ausgegangen wurde dabei von einem bereits subkloni rten HPV 16 Fragment 
(bp 2367-4467). Dieses Fragm nt wurde uber die zusatzlich eingefugten, nicht HPV 16 spezifischen 
55 Restriktionsstelten Xba I (5' Ende) und Bam HI (3* End ) wieder aus dem V ktor ausgeschnitten und 
prapariert. Di ses 2,1 kb groB DNA Fragment (Xba I/Bam HI) wurde dann partial mit Hinf I geschnrtten. 
Dabei ntsteht unter anderem ein 1700 bp groBes Fragment zwischen der 3*t rminalen Bam HI Schnittstell 
und d r Hinf I' Stelle bei bp 2761. In diesem Fragment ist di interne Hinf I Schnittst II (bp 3539) 
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ungespalten und das HPV 16 E2 ORF bis auf drei aminoterminaie AminosSuren vollstandig enthaiten. Nach 
Preparation wurd das Hint/Bam Fragment in den mit Bam HI gespaltenen pEx12mer Expressionsvektor 
einkloniert Dabei entstehen Qber die kompatibien Bam HI Stellen fineare Produkte aus Vektor und Insert 
Die freien Enden dieser Produkte wurden mit Klenow Polymerase aufgefOlft und dann durch Ligation 
5 geschlossen. Dabei entsteht an MS2-E2 Obergang an den aufgefOilten Schnittstellen Bam HI (Vektor) bzw. 
Hmf I (E2 Insert) unter Verlust der beiden Restriktionsstellen. Mit Hilfe von Eco Rl/Bam HI Doppelrestrik- 
tionsspaltungen konnten Rekombinante identrfiziert werden. die das HPV 16 E2 Fragment in richtiger. 
Onentierung trugen. 

Nach Transformation in den E. coJi Expressionsstamm 6045 konnte bei Verwendung eines gegen die 
to MS2-Poiymerase gerichteten monokionaJen Antikorpers keinertei Produktion des MS2-Fusionsproteins fest- 
gesteilt werden. Urn eine Leserasterverschiebung am MS2-E2 Obergang auszuschlieBen, wurde die Plasmid 
DNA von insgesamt 16 unterschiediichen MS2-E2 Rekombinanten im Southern-Blot mit einem aus dem 
korrekten Bam Hl/Hinf I Obergang abgeleiteten Oligonukleotid hybridisiert Da bet 15 Klonen ein eindeutiges 
Hybridisierungssigna] zu erkennen war, wurde davon ausgegangen, da£ die Klonierung im richtigen 
is Leseraster erfoigt war und die Expression des kompletten E2 ORF in pEX Vektoren nicht mogfich ist 
Ersaizweise wurde das HPV 16 E2 Protein dann in zwei Halften im pEx12mer Vektor exprimiert 

Belspiel 4 

20 Expression des aminoterminalen Bereichs von HPV 16 E2 

Der aminoterminaie Bereich des E2 offenen Leserasters zwischen NuWeotidposition 2761 und 3209 
wurde in den pEx12mer Vektor kloniert und exprimiert. Da das E2 offene Leseraster bei NuWeotidposition 
2756 beginnt. fehlen im MS2-E2 Fusionsprotein die ersten beiden Aminosauren (Met-Glu) des E2 Proteins 
25 (Fig. 4). 

Plasmid DNA bestehend aus pEx12mer und HPV 16 E2, welche aus oben beschriebener Klonierung 
hervorgegangen waren, wurde durch Herausspalten eines Hinc (I (HPV 16 bp 3209)/Bam HI Fragments und 
Reiigation (glahVstumpf aus Hinc II und Bam HI) carboxyterminal verkurzt. Dadurch wird der N-terminale Teil 
von HPV 16 E2 zwischen NuWeotidposition 2761 (Hint I) und 3209 (Hinc II) exprimiert. Im Western-Blot 
30 konnte in induzierten Bakterien mit einem anti-MS2 monokionalen Antikorper ein Fusionsprotein von ca 30 
kD GroBe nachgewiesen werden. 

Das Fusionsprotein wurde durch differentielle Extraktion der induzierten Bakterienlysate sowie durch 
Elektroelution der Proteinbande aus Coomassie Blau gefarbten SDS Polyacrylamid Gelen gereinigt und zur 
Immunisierung von Kaninchen verwendet 

05 

Belspiel 5 

Expression des carboxyterminaien Bereichs von HPV 16 E2 

40 Es wurde der C-terminale Bereich des HPV 16 E2 offenen Leserasters zwischen NuWeotidposition 3209 
und 3850 im pEx12mer Vektor exprimiert (Rg. 3). Der Bereich schliefit sich also direkt an den oben 
beschriebenen exprimierten aminoterminalen Teil des HPV16 E2 offenen Leserasters an. 

Dazu wurde auf das oben beschriebene Xba/Bam Fragment, das das gesamte HPV 16 E2 Leseraster 
enthalt zuruckgegriffen. Nach Restriktionsspaltung wurde ein Hinc Il/Bam HI Fragment (Nukleotidposition 

45 3209-4467) isoliert, welches die carboxyterminaJe Halfte von HPV 16 E2 enthalt Dieses Fragment wurde in 
die Bam HI Schnittstelle des pEX12mer Expressionsvektors eingesetzt (5'Bam Hl/Hinc ll-Bam Hl/Bam HI 
3'). Mit Hilfe des anti MS2 monokionaJen Antikorpers konnte in Extrakten induzierter Bakterien ein 
Fusionsprotein von ca. 30 kD identifiziert werden, welches mittels differentieller Extraktion und Elektroelution 
aus SDS Polyacrylamid Gelen gereinigt und zur Immunisierung von Kaninchen verwendet wurde. 

so 

Belspiel 6 

IdentlflzJerung seroreaktfver Bereiche auf dem HPV 16 E2 Protein 

55 FOr das (mmunoscreening d r fd-HPV 16 Expressionsbank n standen insgesamt vier verschiedene anti 
HPV 16 E2 Antiseren zur V rfugung: Jeweils zwei Seren gegen den aminoterminalen T il (bp 2761-3209; 
AS 3-152) und zwei gegen den carboxyterminal n T il des E2 (bp 3209-3850; AS 153-365) offenen 
Leserasters. Mit Hilfe dieser Seren wurden funf v rschieden Expressionsbanken auf seroreaktive R kom- 

6 
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binanten untersucht Dabei wurden insgesamt 32 Klone isoliert, wovon 26 amirxrterminaJe Sequenzen des 
E2 Proteins nthalten. Dies 26 Klone bilden insgesamt 1 1 verschiedene Klassen, die vier verschiedene, 
nicht Qbedappende Regionen reprasentieren (Rg. 5), 

Alle Epitope sind in einem eng benachbarten, 88 Aminosauren umfassenden Bereich des Aminotermt- 
s nus des E2 offenen Leserasters angeordnet, der zwischen Nukieotid position 2792 (AspLyslle_.) und 3055 
(...SerLeuGlu) fiegt 

Im carboxyterminalen Bereich konnten mindestens zwet unabhangige, nicht Obedappende Epitope 
lokafisiert werden (TSVFSSNEVSSPEil und TEETQTT1QRPRISEPDTGN, Fig. 5). Diese werden von insge- 
samt vier KKassen von Rekombinartten bei sechs unabhangigen Isoiaten reprasentiert Der Bereich des E2 
w offenen Leserasters, der von den Klonen abgedeckt wird, fiegt zwischen der Nukleotidposrtion 3343 
(ThrSerVal...) und 3502 (...ThrGlyAsn) und umfaflt 52 Aminosauren. 

FQnf Klassen von Rekombinanten (12 Isolate) Qberstreichen die Nukleotidposrtion 2926. Alle Klone 
weisen hier eine Punktmutation (A -> G Transition) auf, die jedoch nicht zu einer Anderung der entspre- 
chenden Aminosaure (Glutamin) fuhrt 

15 

Beispiel 7 

r 

Immunoscreenfng von fd-Phagenexpresslonsbanken 

20 1. Phagenaffinrta tsan reicherung mit Protein A Sepharose Sauien 

lm verwendeten fd-Phagenexpressionssystem wurden die hergestelften Phagenbanke unvermeidlich bei 
der Klonierung einer Ampiifikation unterworfen. Das Ausmafl dieser Vermehrung der ursprOnglichen Klone 
ist wiederum in starkem Mafie von der Beschaffenheit der einzelnen Rekombinanten. etwa durch unter- 

25 schiedOche InsertgrdBen Oder Konformation der Hullproteine, Hemmung der physiologischen Prozesse in 
den infizierten Bakterien und vieles andere beeinfluBt und es war deshaib nicht zu erwarten, daB eine 
einheitliche Ampiifikation aller Phagen erfolgt. Um unterreprasentierte Phagenrekombinante oder Klone aus 
grofien Bibliotheken zu isolieren, wurden Anreicherungen seroreaktiver Phagenrekombinanten durchgefuhrt. 
Dazu wurde Gebrauch von dem Umstand gemacht, daB die jeweils exprimierten Fremdsequenzen als Teil 

30 eines fd-Gen III Fusionsproteins auf der Hulle nativer Phagenpartikel erscheinen. Grofie Phagenmengen 
(1fj9-10 12 Partikel) wurden dazu Uber Protein-A-Antikorper Saulen gebunden und wieder eluiert 

Dazu wurde zunachst Protein A Sepharose mit PBS 30 mrn lang gequollen und mit PBS gewaschen. 
AnschlieBend wurde die Protein A Sepharose mit etwa 1 bis 2 ml geeigneter polyklonaler Seren (Kaninchen 
Oder Mensch) oder mit entsprechenden, Protein A bindenden monoklonalen Antikorpem, in Eppendorf- 

35 ReaktionsgefaBen auf dem Drehschuttfer fur 1 bis 2 Tage bei 4 *C inkubiert. AnschlieBend wurde die 
Protein A Sepharose 10 ma! gewaschen, indem die Sepharose abwechselnd in 10 ml PBS resuspendiert 
und durch Zentrifugieren (2 min f 6000 upm) wieder pelletiert wurde. Die gebildeten Protein-A-Sepharose- 
IgG Komplexe wurden dann mit einer entsprechenden Phagenmenge wie oben inkubiert Darauf wurde wie 
zuvor mehrmals mit PBS gewaschen, die Sepharose in eine mit einer Glaskugel verschlossene Pasteurpi- 

40 pette gefGllt und mit mehreren Utern (2-15 I) im DurchfluB gewaschen. Nach Herausnahme des Saulenma- 
terials wurde dieses fur 15 min in gleichem Volumen Elutionspuffer (1 mg/ml BSA, 0,1 M HCI, mit Glycin 
auf pH 2,2 eingestellt) inkubiert. AnschlieBend wurde kurz zentrifugiert und der Qberstand, der nun freie 
Phagen und Antikorper enthalt, mit 1/5 Volumen Tris Base (0,5 M) neutralisiert Antikorper, welche das 
rekombinante Gen erkennen, sind in der Lage, die Phagenbindung an die Bakterienzeflen und damit den 

45 InfektionszyWus zu hemmen. Deshaib wurden die Phagen in 100-200 u\ Aliquots der Eluate sofort nach der 
Neutralisation zu exponentiell wachsenden E. coli K91 gegeben und auf Vollmediumpiatten ausplattiert. Es 
zeigte sich im Verlauf der Arbeit, daB Replikafiiter von diesen Phagenpiattierungen wohl auf Grund der 
Beimischungen im Quat nicht fOr das Immunoblotting geeignet waren. Deshaib wurden die erhaltenen 
Plaques emeut mit Vollmedium von den Platten gespUlt und spater aus den so erhaltenen, emeut 

50 amplifizierten Phagensuspensionen ausplattiert und das Immunoblotting auf Minimalagarplatten durchge- 
fQhrt 

2. Phagen-Plattierungen und Herstellen von Nitrocellulose Replikafiltem fUr das Immunoblotting 

55 Alle fd-Phagenderivat wurd n auf ein m Rasen ausplattiert, der von E coli K91 (Lyons and Zinder, 
Virology, 49, 45-60, 1972) gebild t wurde. Dies r Stamm z ichnet sich durch eine hoh Zahl von F-Pili aus 
(5 pro Zell , geg nuber etwa 0,5 pro Zell bei den m isten F -Stammen), die fOr die Aufnahm der 
filamentdsen Phagen verantwortiich sind. Dies ist bei dem in dieser Arbeit verwendeten fd-Expressionssy- 
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stem besond rs wichtig, da di rekombinanten fuse-Phagen durch die Aufnahme eines Teils des TnlO 
Transposons (T etracyclin-Resistenz) ein gegenOber dem WiWtyp d utiich vergrdBertes Genom besitzen 
und aus diesem Grund besond rs kteine Plaques bikJen. 

Zum Ausplattieren der Phagen wird eine K91 Obemachtkultur 1:100 in Vollmedium (2x YT) verdQnnt 

5 und 3 bis 4 h bei 37 *C inkubiert Nach Erreichen einer Dichte von Eeoo - 0,8-1,2 wurden 200 ul der 
Bakterien mrt einer entsprechenden Menge an Phagen zusammen mit 3,5 ml Agarose (0,6 % Agarose, 10 
mM MgSO*. 50 *C) auf vorgewarmte Bakterienplatten ausplattiert Grundsatzlich wurden fOr samtfiche 
Plattierungen, von denen hfitrocefluloserepfika fur das "(mmunoscreening" angelegt werden sollten, Minima- 
iagarptettten benutzt Ausplattierungen zur Phagentiterbestimmung oder fQr die DNA HybricGsierung wurden 

10 auf Vollmediumplatten durchgefQhrt 

Verwendung von Vollmediumplatten fQr das Immunoblotting fQhrte stets zu sehr hoher unspezifischer 
ReaktivMt der Filter mit den verwendeten Seren. 

Die Platten wurden Qber Nacht bei 37 *C inkubiert Nach ca. 16 Stunden wurde ein Nrtrocellulosefilter 
t fQr 10-15 min aufgelegt, mtt vier asymmetrischen Bnstichen einer KanQle markiert und mit Hilfe einer 

75 Flachpinzette wieder abgenommen. Nach Beschriftung der Filter wurden diese umgekehrt auf eine frische 
Minimalagarplatte gelegt und fQr 5-6 Stunden bei 37 * C weiterinkubiert. Dadurch wurde die Menge an 
Phagenpartikel (-Proteinen) auf dem Filter erhdht, da durch das Reinkubieren ein weiteres Wachstum der an 
die Filter gebundenen Bakterien und Phagen Qber die von der Platte diffundierenden Nahrstoffe emnoglicht 
wird. Anschliefiend wurden die Rlter abgenommen und 30-60 min in 10 % Milch (Magermilchpulver in PBS) 

20 abgesittigt. Ober Nacht wurden die Rlter dann mit geeigneten VerdQnnungen entsprechender Seren in 5 % 
Milch bei 4 * C inkubiert. 

3. Immunofarbung von Replikafittem und Klonierung von reaktiven Rekombinanten 

25 Nach Abnahme der Replikafilter. 60 min Blocken in 10 % Milch On PBS) und Qber-Nacht-lnkubation mit 
Antiseren. wurden cfie Nrtrocellulosefilter 30 min in PBS, 0,05 % Tween 20 (5 Waschpufferwechsel) 
gewaschen. Danach wurden die RHer mit 1:1000 VerdQnnungen entsprechender zweiter Antikorper 
(Peroxidase gekoppelte Ziege anti Human, anti Kaninchen oder anti Maus) in 5 % Milch 2 h bei RT 
inkubiert Darauf folgte erneutes Waschen (s.o.) und Inkubation in folgendem Farbeansatz: 

30 



40 mg 


Diaminobenzidin 


30 ul 


30 % H2O2 


1,5 ml 


1 % NiSO* in 50 ml PBS 



35 

Nach ausreichender Farbentwicklung wurden die Rlter aus der Losung genommen, 30 min gewassert 
und anschliefiend auf 3MM Papier getrocknet. 

Gnstichlocher und Signale der Rlter wurden dann auf eine Folie oder den Deckel einer Bakterienschale 
durchgepaust Damit war es moglich, einem Signal eine Position, oder bei ausreichend grower Phagenver- 
40 dOnnung (Runde 2 oder hoher) einen Plaque zuzuordnen. Mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers wurde die 
Stelle oder der Plaque leicht eingestochen und der Zahnstocher 10-15 min in 500 I Vollmedium gesteckt. 
Diese Phagensuspension enthieft dann im allgemeinen etwa 10^-1 0 7 infektiose Partikel, was etwa 0,1-1 % 
der Phagen eines Plaques ausmacht. Die Phagensuspensionen wurden dann noch fur 15-20 min bei 65 *C 
inkubiert urn mit Qbertragene Bakterien abzutdten und dann bei 4 • C aufbewahrt. 

45 

Beschreibung der Rguren 

Rg.1 

50 Klonierung des El offenen Leserasters in den Expressionsvektor pEX12mer. 

■ 

Rg.2 

Seroreaktive Regionen auf dem HPV 16 El Prot in. 
55 Kl inbuchstaben geben die Aminosauren der Kfone 1145 und 1059 wied r, die aufgrund des Leserast r- 
wechs Is des zur Kl ni rung der fd-Banken verw ndeten HPV 16 Isolates nicht dem HPV 16 E1 Protein 
ntstamm n (siehe Text). Die Klone 1090, 1079, 1084, 1029, 1099 und 1145 besitzen eine g meinsame 
Region von 10 Aminosauren (EDLVDFIVND) die moglicherweise ein g meinsames Epitop der Wone 
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darstelft, obwohl weitere Antikorperbindungsstellen auf diesen Klonen nicht ausgeschlossen w rden kGnnen. 
Won 1059 besitzt aufgrund des Leserasterwechsels ketn gemeinsamen Aminosauresequenzen mit den 
anderen Klonen, obwohl das Insert dieses KJones mit dem Insert von Won 1145 Qberlappt Die Position san- 
gaben beziehen sich auf das HPV 16 E1 offene Leseraster. Die Aminosauren der Wone 1145 und 1059, die 
nicht aus E1 entstamm n, sind dabei nicht berucksichtigt 

Fig. 3 

Wonierung der carboxyterminaJen Haffte des HPV 16 E2 Proteins in den Expressionsvektor pEX12mer. 
Rg.4 

Klonierung der aminoterminalen HStfte des HPV 16 E2 Proteins in den Expressionsvektor pEX12mer. 

Fig, 5 

Seroreaktive Regionen auf dem HPV 16 E2 Protein. 
Die Regionen (E2-1066, -1170, -1074, -1112) auf der carboxyterminaJen Haffte des HPV 16 E2 sind alle in 
einem 88 Aminosauren langen Bereich (zwischen AS 13 und 100) angeordnet und Gberiappen teOweise. 
Ebenso befinden sich die carboxyterminalen Regionen eng benactibart (zwischen AS 197 und 249). Die 
Regionen aus beiden Bereichen sind jeweils etwa proportional zu ihrer Lage auf dem E2 Protein angeord- 
net. 
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SEQUENCE LISTING 

Seer. Nr. T 

NGWFYVEAWEKKTGDAIS DDENENDS DTGEDLVDFIVNDND YLT 

Human Papillomavirus 16 El Protein 
Peptid 

» 

m 

Seq. pr. I J 

NENDSDTGEDLVDFIVND 

Hunan Papillomavirus 16 El Protein 

Peptid 

Sea. Nr. ITT 

MAI3PAGTNGEEGTGCNGWFYVEAVVEKKTGDA 

Human Papillomavirus 16 El Protein 
Peptid 

Sea, Nr. TV 
EDLVDFIVNDNDYLT 

Human Papillomavirus 16 El Protein 
Peptid 

Sea. Nr. V 

EDLVDPIVNDNDYLTQAETETAHALFTAQEAKQH 
Human Papillomavirus 16 El Protein 
Peptid 

Sea, Nr. VI 

NENDSDTGEDLVDFIVNDNDYLTQAETETAHALFTAQEAKQHRDAVQVLKRKYL 

Human Papillomavirus 16 El Protein 

Peptid 

Sea. Nr. VTT 
GS PLSDIS 

Human Papillomavirus 16 El Protein 
Peptid 
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Sea. Nr. I 

DKELTHYENDS 

Human Papillomavirus 16 E2 Protein 
Peptid 

Sea. Nr. II 
DKILTHYENDSTDLRDHI 

Human Papillomavirus 16 E2 Protein 
Peptid 

Sea. Nr. Ill 
DLRDHIDYWKH 

Human Papillomavirus 16 E2 Protein 
Peptid 

Sea. Nr. IV 

AI YYKAREMGFKHINHQVVPTLA 

Human Papillomavirus 16 E2 Protein 
Peptid 

Sea. Nr. V 

AIYYKAREMGFKHINHQVVPTLAVSKNKAL 

Human Papillomavirus 16 E2 Protein 
Peptid 

Sea. Nr. VI 

YYKAREMGFKHINHQWPTLAVSKN 

Human Papillomavirus 16 E2 Protein 

Peptid 

Sea. Nr. VII 

INHQWPTLAVS KNKALQ A I 

Human Papillomavirus 16 E2 Protein 
Peptid 
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Sea, Nr. VIII 
INHQWPTIAVSKNKAL 

Human Papillomavirus 16 £2 Protein 
Peptid 

Sea. Nr. IX 

TLAVSKNKALQAIELQLTLETIYNSQYSNEKWTLQDV 

Human Papillomavirus 16 E2 Protein 
Peptid 

Sea. Nr. X 

QLTLETIYNSQYSNEKWTLQDVSLE 

Human Papillomavirus 16 E2 Protein 
Peptid 

Sea. Nr. XI 
TLETIYNSQYSNEK 

Human Papillomavirus 16 E2 Protein 
Peptid 

■ 

Sea. Nr. XII 
TSVFSSNEVSSPEII 

Human Papillomavirus 16 E2 Protein 
Peptid 

Sea. Nr. XIII 

VFSSNEVSSPEI IRQHLANHPAATHTKAVALGTEET 

Human Papillomavirus 16 E2 Protein 
Peptid 

Sea. Nr. XIV 

EI IRQHLANHPAATHTKAVALGTEETQTTIQRPRSEP 
Human Papillomavirus 16 E2 Protein 
Peptid 
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Sea. Nr. XV 

TEETQTTIQRPRSEPDTGN 

Human Papillomavirus 16 E2 Protein 

Peptid 

Patentanspriiche 

1. Seroreaktive Bereiche auf dem E1 -Protein des mensch lichen Papillomavirus (HPV) 16, gekennzeichnet 
durch die folgenden Aminosauresequenzen: 

I . N6WFYVEAWEKKTGDAIS0DENENOSDT6EDLVDFIVNDN0YLT 

I I . NENDS DTGEDLVDFI VN D 

III . MADPAGTNGEEGTGCNGWFYVEAVVEKKTGDAISDDENENDSDTGEDL 
VDFIVNDMDYLT 

IV. EDLVDFIVNDNDYLT 

V. EDLVDFIVNDNDYLTQAETETAHALFTAQEAKQH 

VI . NENDSDTGEDLVDFIVNDNDYLTQAETETAHALFTAQEAKQHRDA 
VQVTiKRKYL 

VII. GSPLSDIS. 

2. Seroreaktive Bereiche auf dem E2-Protein des menschlichen Papillomavirus (HPV) 16, gekennzeichnet 
durch die folgenden Aminosaure-Sequenzen: 

I. OKI LTHYENDS 

II . DKILTHYENDSTDLRDHI 

III. DLRDHIDYWKH 

IV. AIYYKAREMGFKHINHQWPTLA 

V. AIYYKAREMGFKHINHQWPTLA VSKNKAL 

VI . YYKAREMGFKHINHQWPTLAVSKN 

VII. INHQ WPTLAVS KNKALQAI 

VIII . INHQ WPTLAVS KNKAL 

IX. TLAVSKNKALQAIELQLTLETIYNSQYSNEKWTLQDV 

X. QLTLETIYNSQYSNEKWTLQDVSLE 

XI . TLETIYNSQYSNEK 

XII. TSVFSSNEVSSPEII 

XIII . VFS SNEVS S PE I IRQHLANHPAATHTKAVALGTEET 

XIV. E 1 1 RQHLANHPAATHTKAVALGTEETQTT I QRPRS E P 

XV. TEETQTTIQRPRSEPDTGN. 
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3. Peptide, dadurch g kennzeichnet, daB sie einen Oder mehrere d r seroreaktiven Berefche nach 
Anspruch 1 Oder 2 enthaften. 

4. Impfstoff, dadurch gekennzeichnet daB er eines oder m hrere der P ptide nach Anspruch 3 enthalt 

5. Zosammensetzung fflr diagnostische Zwecke zur Wentifizierung von spezifischen Antikorpem gegen 
HPV 16 E1 oder E2 Protein, dadurch gekennzeichnet daB sie Peptide nach Anspruch 3 enthalt 

6. Monoklonaier Antikorper, dadurch gekennzeichnet daB er eine Affinrtat zu den seroreaktiven Bereichen 
der AnsprOche 1 oder 2 besitzt 

7. Zusammensetzung fOr diagnostische Zwecke, dadurch gekennzeichnet daB sie einen monoMonaien 
AntikSrper nach Anspruch 6 enthMIt 

8. Zusammensetzung fQr diagnostische Zwecke nach Anspruch 7 zur Identifizierung von HPV 16 spezifi- 
schen E1 oder E2 Proteinen. 

9. Verwendung von Peptiden nach Anspruch 3 zur Herstellung von Impfstoff oder fUr Zusammensetzun- 
gen fUr diagnostische Zwecke. 

Patentanspriiche fUr folgenden Vertragsstaat ES 

1. Verfahren zur Herstellung von seroreaktiven Peptiden auf dem E1 -Protein des menschlichen Papilloma- 
virus (HPV) 16 enthaltend die folgenden Aminosauresequenzen: 

I • NGWFYVEAWEKKTGDAIS DDENENDS DTGEDLVDFIVNDNDYLT 

II . NENDSDTGEDLVDFIVND 

III . MADPAGTNGEEGTGCNGWF YVEA WEKKTGDAIS DDENENDS DTGEDL 
VDFIVNDNDYLT 

IV. EDLVDFIVNDNDYLT 

V . EDLVDFIVNDNDYLTQAETETAHALFTAQEAKQH 

VI . NENDSDTGEDLVDFI VNDNDYLTQAETETAHALFTAQEAKQHRDA 
VQVLKRKYL 

VII. GSPLSDIS, 

dadurch gekennzeichnet, daB die genannten Sequenzen peptidchemisch oder gentechnologisch herge- 
stelft warden. 

2. Verfahren zur Herstellung von seroreaktiven Peptiden auf dem E2-Protein des menschlichen Papilloma- 
virus (HPV) 16 enthaltend die folgenden Aminosaure-Sequenzen: 
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I • DKILTHYENDS 

I I . DKILTHYENDSTDLRDHI 

III. DLRDHIDYWKH 

IV. AIYYKAREMGFKHINHQWPTLA 

V. AIYYKAREMGFKHINHQVVPTLAVSKNKAL 

VI. YYKAREMGFKHINHQWPTLAVSKM 

VII. INHQ WPTLA VS KNKALQ AI 

VIII . INHQ WPTLAVS KNKAL 

IX . TLAVSKNKALQAIELQLTLETIYNSQYSNEKWTLQDV 

X . QLTLETI YNSQYSMEKWTLQDVSLE 

XI . TLETIYNSQYSNEK 

XII. TSVFSSNEVSSPEII 

XIII . VFSSNEVSSPEIIRQHLANHPAATHTKAVALGTEET 

XIV. EIIRQHLANHPAATHTKAVALGTEETQTTIQRPRSEP 

XV . TEETQTTIQRPRSEPDTGN , 

dadurch gekennzeichnet. daB die genannten Sequenzen peptidchemisch Oder gentechnologisch herge- 
stellt warden. 

a Verfahren zur Herstellung von seroreaktiven Peptiden, dadurch gekennzeichnet, daB ein oder mehrere 
der Peptide hergestellt nach Anspruch 1 oder 2 verbunden werden. 

4. Verfahren zur Herstellung eines Impfstoffes, dadurch gekennzeichnet, daB eines oder mehrere der 
Peptide nach mindestens einem der AnsprOche 1-3 verwendet werden. 

5. Verfahren zur Herstellung einer Zusammensetzung fur diagnostische Zwecke zur Identifizierung von 
spezrfischen Antikorpem gegen HPV 16 El oder E2 Protein, dadurch gekennzeichnet, dafl sie eines 
oder mehrere Peptide nach mindestens einem der Anspruch 1- 3 verwendet werden. 

6l Verfahren zur Herstellung eines monoklonalen Antikorpers, dadurch gekennzeichnet, dafl ein Peptid 
nach mindestens einem der AnsprOche 1-3 verwendet wird. 

7. Verfahren zur Herstellung einer Zusammensetzung fGr diagnostische Zwecke, dadurch gekennzeichnet, 
daB ein monoklonaJer Antikorper hergestellt nach Anspruch 6 verwendet wird. 

& Verfahren nach Anspruch 7 zur Identifizierung von HPV 16 spezifischen E1 oder E2 Proteinen. 

9. Verwendung von Peptiden nach Anspruch 3 zur Herstellung von Impfstoff oder fOr Zusammensetzun- 
gen fGr diagnostische Zwecke. 



15 



EP 0 523 395 A2 



l I I 

I I I 

i i t 

i i « 



> 
Q. 



CM 
4* 



o 



4* 

a 

X 



> 



I t I 
• 

OO >s 
t- «C O 
« • • 
>» 

OOH 
QUO 

I I I 
(9U t« 
Ut9£ 
< »- K 

i i i 

OUH 
QUO 

l I I 
(9U 3 
<HH 
(9UU 

I I I 



o o o 
I I * 

O O >» 
(OUH 
QUO 
I I I 

»- •* c 



I I » 

UU H 

OO £■ 



CD 
00 



t 




I- <t 

OUH 

ouo 
I I » 
I- • 

O iH 
O «« 

I 



i i i 
i i i 
• • i 
i i i 
*- •* c 



i i • 
»- < • 

CO o >• 
^ O 
I I I 

«r»- >. 

OUH 

ouo 
i t i 
oo u 

OO £ 
«<►-►- 

•lit 

>- <r >» 

ooo 
I I I 
OO 3 

<c «h 
oo o 
i i i 

«< 3 
< »- rH 

O OO 
I » I 

OO >N 

0 0<-4 

cuo 
I I I 
e 



c 
o 




1 




«c ' 




o 




o 


1 


1 


1 


>— 


O 


o o 


u 


O O Q- 


l t 


1 


<: I- 


o 






O O < 


t 1 


c 


»— «t 


a> 


o o 




o o 




1 1 


i 


o o 


CO 


»- 


«-» 




1 I 


1 


o o 




OUH 


CD CJ CD' 


1 1 


1 


O CJ 


>* 


OOH 


o o o 


1 1 


1 


o o 


u 


o o 


« 


h- ^ CO 


1 1 


1 


k- «* 


Q. 




•3 


<: »- 


<t 


« i 


1 


o o 




»- <: 


o 


o o 




1 1 


1 




a. 


<: >- 


B 


OUrf 


* 1' 


1 


o o 


a 


o o 




*— < 




1 1 


■ 






oo 


m 


1- «t o 


1 ( 


i 


o o 






* 


»- «c 


-J 


1 * 


I 


t 1 


i 


1 i 


I 











<. *- 
i i 
U O 
CJ 19 
•A »- 
I t 

0 o 
o o 

1 I 
<t >— 

OO 

0 o 

1 t 

u o 
a o 
i t 

«c »— 

O O 
O O 
I I 
**- «S 

o o 
o o 

o o 
»- ^ 

f I 

0 o 
o o 
o o 
t I 
o o 
o o 
o o 

1 I 
o o 
a o 
I- -< 

t t 

< *- 

< h- 

I I 
OO 
V- «* 
U CJ 

I I 
< 



I 

u 



o 




Ul 
CO 



> 



Ul 

o 



I 

o 
u 
a. 
i 

o> 

< 

I 

as 
i 



i 



CD 
I 

u 

0 

CI 

I 

a 



t 

D 
© 

-J 
I 

a. 



o o « 
i f i 
uua 
oo t* 

«X 

I I I 
< »- u 
o o • 
H < o 

Iff 

oo o 
*-«<«> 
»-«*-! 

I I 

I « 

I f 

I I 

m n 



u 

9 

e 

w 

X 
Ul 

a 




4-> 



EP 0 S23 395 A2 




EP 0 523 395 A2 



O 

c 




I I I 
19 O & 
C90 U 



1 1 


i 


1 1 


i 


1 1 


i 


1 1 


i 


f 1 


i 


1 t 


i 


1 * 


t 


1 1 


i 


1 1 


i 




a 


O O 




»- «c 


o 


1 1 


• 




»- « 


c 


O O 




1 1 


1 


*- « 


c 


<c »- 


e 


< »- 




« 1 


i 


<t H* 


3 


h- < 


• 


»- « 


_l 


1 1 


i 


1- * 


CD 


O U 




o o 




1 1 


1 


< 


c 


< 1- 


•H 


UCSO 


l i 


I 


O CS 


«9 


o o 


>> 


»- <C CJ 


1 1 


1 


<L 


3 




C 


U O -J 


1 1 


I 


»- 




o 




< 




1 


i 


» » 








I 


i 


O 


© 


< 






♦1 


1 


1 


o 


>» 


OUH 


OUC3 


i I 


i 


O O 


>s 


OUH 


(9U(3 


1 t 


1 


o o 


U 


o o 


© 




cn 


( 1 


■ 




a 


< h- 


m 


«£ 1- 




1 1 


• 


o o 




1- < 


• 


O O -J 


1 1 


I 


»- « 


a. 


< K- 


m 


e> o 




i i 


i 


o o 


ex 


o u 


u 


>- < V- 


1 1 


i 


< 1- 




CJ o 


o 


»-<</> 


1 1 


1 


o o 


3 


1- < 


m 


H> < -J 


1 I 


» 


1 1 




1 1 


• 






m to 








o 




E 




CO 








X 




UJ 




a 





♦ 



O 

C 



I 
I 
I 
I 
I 
( 
I 
• 
I 

ao as 
I I I 

OUH 

t-« 0 

ou> 
i i i 

K< C 
<»- • 




I ■ I 



I • I 
K< Of 
OO U 
00< 

l l t 
<H C 
<»-H 

oo o 
I I I 
oo • 

0 o 3* 

K< O 

1 I t 
fr>« 3 
H>4C 0 
OO -J 

I I I 

OO £ 



C 

o 



i i i 
oo • 



e 

CL 



I I I 

oo >. 
oo H 
ooo 
I I I 
oo >* 

OUH 

ooo 
I I I 
oo u 

OO 0 
I I I 



o 
a. 

o 



I I I 

OO 9 

« 

OO -J 

I I I 



oo < 
I I I 

00 a 
oo u 
*-<:♦- 

1 i i 
< *- u 

OO 0 
»~ «r to 
i l l 
OO 3 
0 

l-< —I 

I < I 
I I I 
I I I 

mo 



u 

0 

E 
CM 
«H 
X 
UJ 

a 



i 

eg 
ui 



Ui 



I I t 
u 

OO 0 
►-<!/) 
i f f 
OO 3 
< 0 



I * I 
I I I 
I I I 



EP 0 523 395 A2 



3 



D 
M 

C 



I I I 
I- < • 

O CO X 

I • I 



OO > 

I I I 



I I I 
l-< u 

<>- >» 
I I I 

<l- 3 
l-< • 

K< -J 
I • I 
>- « >* 
OUH 
OUO 
I. I I 
K< P 



I I I 
< P 

<h >« 

l l l 

oo a 



0 o «* 

1 i i 



c 
o 

4* 
0 
O 



C 



« 

a 



cn 



o 
o 



I 

3 
0 

I I I 
is «r o 

<< >s 
I t I 

oo o 

OH< 
I • l 
<<9 a 

oo< 

I I « 

>-»- o 

O CD h 
O O <L 
I I I 

■< •< ai 
OO p 
O O < 
I I I 

»-»- » 

0 o u 
o o < 

1 I I 
o <c c 

l-OH 

< C3 H 
I • 1 

o o >, 

I I l 
o o >» 
aaH 
uuo 

i i t 

OO M 
O O 0 
t- « CO 
I I I 

»-< a. 

< f- • 

< #- < 
i i i 

O O 3 
»- * 0 
O O -J 
t I I 

»-< a. 

«£ >- a 
o o •< 
i i i 
o o a 

OOP 

h- < h- 
i i i 

O O B 
»- 
I I I 
O O 3 




I I 
O V 

< <~i 

M 
I I 

O Ss 
OUH 

ouo 
I I ■ 
oo >• 

O U *H 

uuo 
I I I 

00 u 
oo » 
H < CO 

1 I I 
< I- • 

I I I 

00 3 
1- < 0 
oo -» 

1 I I 
»- < n. 
«r h « 
oo < 

I I 1 

00 a 
ou u 

I— < H 

1 i i 
<»- P 
OO 0 

^ v» 
I I I 

OO O 
t-< 0 
-J 
I i t 
I I I 
I I f 

mo 



u 
0 

£ 

CM 



♦ 



O 
Q. 

* 
O 
C 



I I I 
OO 0 



I I t 
O O >» 
OUH 

o OO 
I I I 

0 o >» 

O 0*H 
O O O 
I I t 
OO P 
o o * 
K < CO 

1 I I 

h< a 



i i i 

OO 3 
0 

OO-J 

I I .1 



o o < 
I I t 

o o a. 

OOP 

• i i 
< i- u 

OO 0 
f<« 
I I f 
O O 3 



I I I 

I I I 

I I I 

to rj 



c 

CM 

X 
Ui 



o o < 
I I I 

O O 0 



I I ■ 

o o >» 

OOH 

00 o 

1 I a 
o o >. 

O O «-4 
QUO 
I I I 

oca u 
oo 0 
h<n 
i i i 

I- ^ OL 



I I I 
OO 3 
0 

O O -4 
I I « 

i-«c a. 

0 

0 o < 

1 i i 

o o ex. 

OOP 



no 



o 
t 

CM 
UI 

u 



CM 
X 



I I « 
I I I 
I I I 



in cn 



EP 0 523 395 A2 



c 
o 



VI 



co a 



<n o 

cm co 

i i 

co co 



CO CO 



N 
C 

a> 

o- 

a> 

en 



c 
o 



CO 

to 
o 

t 



C 

o 

<X 
c 



X 

o 
X 



CO CO 

a o 

z z' 

UJ UJ 



o o 



to to 

ID CM 

o o 



a 
n 
i 

*> 

CM 



CO 



>- 
a 

a 

X 

_j 

c 



T» N H rt * N 



CO O **•«. CO O CO 

<D N (O N N N 

I I I I I I 

H r« f) IO O Tl 

Q 4 9 O V) (D 



CO CO (O CO CO CO 













> 












o 












o 












-1 
















































UI 












z 












co 












>• 












o 












CO 












z 












> 
























UJ 












-J 












t- 












— 1 












O 












-J 
Ui 








M 












<C 




< 








o 




O 




—J 




-J 




-J 










< 


«< 






















z 


z 
















CO 


CO 


CO 


CO 


CO 












> 


«£ 


«£ 






< 


< 


1— 


»- 


1— 




♦- 


*- 


CW 


a. 


CL 


o. 






> 




> 




> 






> 


> 


> 


> 




O 


o 




o 


o 




X 


X 




X 












z 


z 




X 
























u> 


u. 


u. 








o 


to 


co 








X 


UJ 


Ui 








UJ 

ac 


X 


X 










< 


< 








* 












>• 


>- 


>- 








>- 


>■ 


>- 








•-4 


M 































o 
















v4 




O 




«-» 




H 




1 




I 




CM 




CM 




UI 




UI 




c 




C 




o 




a 






o 


•H 




a 




a 




• 


•H 


c 


o 


x 




X 





O n r% a» 

CO <D CO tf) <H 

o o o o o 



CM 



I 

CM 



n CO 

I I 

CD CO 



CO CO 



UI 

-1 

CO 



UI UI 

z z 

CO CO 

>» > 

o o 

CO CO 

z z 

>* >■ 

*- »- 

UI UI 



CM 



«-i CO 

CM <M 

I I 

r*» co 

CO CO 



CO CO 



UI 
UI 



UI UI 

a. o. 

co a» 

CO CO 

> > 



CO CO 

CO CO 

U> u. 

> » 

CO 



CM CO 
«4 CO 



00 



• 

CM 
UI 

c 
o 
-ft 

at 

0 

X 



in cm 



CM 



to CO 

CM CM 

I • 

CO «H 

O CO 

CM CM 

CO CO 



o 

o 
a. a 

UI UI 

CO CO 

X X 

X X 

X X 

a or 

»~ »- 

o o 
»- h- 

Ul Ui 
UI UI 

I- 

CO 

> 



UI 



CM 



I 

CM 



CO 
X 



CM «■» 
O CO 

*-* o 



o 



* 



® 




Europalsches Paterrtamt 
European Patent Office 
Office europ6 n des br vets 




® Veroffentlichungsnummer 0 523 395 A3 



EUR0PAISCHE PATENTANMELDUNG 



© AnmeJdenumrner. 92110430.3 
© Artmeldetag: 20.06.92 



© int a* C07K 7/00, A61 K 39/12, 
C12P 21/08, G01N 33/569 



© Prioritat ia07£1 OE 4123760 

© Veroffentfichungstag der Anmeldung: 
20.01.93 Patentblatt 93/03 

© Benannte Vertragsstaaten: 

AT BE CH DE DK ESFRGBfTU LU NL PT 



® Veroffentfichungstag des spater veroffentlichten 
Recherchenberichts: 14.12.94 Patentblatt 94/50 



© Anmelden BEHRINGWERKE 
Aktiengeseflschaft 
Postfach 1140 
D-35001 Marburg (DE) 

© Erfinder MU Her, Martin 
Husarenstrasse 14 
W-6900 Heidelberg (DE) 
Erfinder. Gissmann, Lutz 
Pirolweg 1 

W-6908 Wiesloch (DE) 



© Seroreaktive Bereiche auf den HPV 16 Proteinen E1 und E2. 



© Die Erfindung betrifft seroreaktive Bereiche auf 
den Proteinen E1 und E2 des menschlichen Papillo- 
mavirus (HPV) 16. 

Weiterhin betrifft die Anmeldung einen Impfstoff, 
der solche Peptide errthalt, die die seroreaktiven 
Bereiche enthalten. 

Die Erfindung umfaBt ebenfalls Zusammenset- 
zungen fQr diagnostische Zwecke, die Peptide mit 
den seroreaktiven Bereichen enthalten. 
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All* AmprvcMgetxJh/en wurden irmerhalb der wgescft-iebenen Prist entrteMeL Oer wiiegende europabche 
RecnercnenbericM wurde 10/ aU« Paten tans Drdcfie ersteUL 

Nur min Ted der AnspruchsgebOhren wurd. innerltaJb der vorgeschrtebenen Prist em/fcntet Oer vorflegenda 
europaiscna Recnercnenbencnt wurde (Of die ersten xenn sowie Kir jene Patentanspnicne ersteBi ttrdla 
Ansonjcnsqebdnren eruricrtcet wurden. 

namitcA PatentansprOcne: 

Kerne der AnsprucnsgeoQhf en wurde tnnemaib der vorgc»c«Vieb«nen Prist emricftteL Oer wvtieqende etrro- 
pltscne flecnerenenOencru vrurde (Or oie erutn leftn Pa(entaasoruc.1e entciU. 
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ruoqen an die SnnertJicnkeuder trflndung: ste encnattmeftrere rrltndunqen Oder Gruppen von crrmdungen. 

fUmticn: 
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~^ p«Ucne ftecnercnen oerlcnc wurda fOr Mm PetenurtsgrUcfle arscetH. 

j [ Nur 7 « a der weiteren flacnercnenqebdnren wurde Inneriuib dar gesattten Priac entricbtac Oar voraeqende 
europalscne flecflercnenoertcfu wurde tilr <fl* lad* dar AnmeJdunq en tell, die a ten aur Erflndungan beatenen. 
fOr ale Aecnercnangcodhwi entncntet worden said. 

namiicn PefenmnsonJcne: 

j^ ^j Keme der *»><tfcn A*cn*rcn*og*oOftren wurde iftwftirt) der gesetzten Prist entrtc-ret Oer vortfegende euro. 

aatscn* flecnrcn«rto*rtcn( wurde Kir die r*a« der Anmetdung ersleUL ate *icn au; zim zuerst In den Patent' 
artso/ucnen •rwennca crfhHSunq oeueoen. 
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MANGELNOE ERJHEITUCHKBT OER ERFINDUNG 




1. Patentanspruch 1 (teilweise); Anspruche 3-9 (teilweise): 

Seroreaktive Bereiche I -VI auf dem El -Protein des 
menschlichen Papillomavirus 16 r gekennzeichnet durch die 
folgende gemeinsame Aminosauresequenz: EDLVDFIVND 

2. Patentanspruch 1 (teilweise); Anspriiche 3-9 (teilweise): 

Seroreaktiver Bereich VII auf dera El-Protein des 
menschlichen Papillomavirus 16, gekennzeichnet durch die 
Aminosauresequenz GSPLSDIS 

3. Patentanspruch 2; Anspruche 3-9 (teilweise): 

Seroreaktive Bereiche auf dem E2 -Protein des menschlichen 
Papillomavirus 16 

WARNUNG: Wenn der Anmelder den dritten Gegenstand weiter- 
verfolgen will f kann die Recherche dieses 
Gegenstands zu einem weiteren Einwand mangelnder 
Einheitlichkeit fiihren. 




